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1.1. Maslina 
Maslina (lat. Olea europaea, Oleaceae) je vazdazeleni grm ili stablo, visoko većinom 8-15 
metara, sa srebrno-zelenim, eliptičnim lišćem duljine 4-10 cm i širine 1-3 cm. Cvjetovi su 
mali, bijeli i niču u grozdovima iz aksila listova. Plod je koštunica duga 1-2.5 cm s mesnatim 
usplođem i sjemenkom u sredini. Prirodna boja ploda je većinom zelena do ljubičasta, dok su 
konzervirane crne masline većinom obojane željezovim (II) glukonatom. Maslina je autohtona 
biljka Mediteranskih zemalja i određenih dijelova Azije i Afrike. Najrasprostranjenije 
podvrste su: Olea europaea subsp. europaea (karakteristična za Mediteran), Olea europaea 
subsp. guanchica (Kanarsko otočje), Olea europaea subsp. cerasiformis (arhipelag Madeira), 
Olea europaea subsp. maroccana (Maroko), te Olea europaea subsp. laperrinei (Alžir, Sudan, 
Niger) (Besnard i sur., 2009; Green, 2002). Stotine je različitih kultivara masline, nastalih 
prirodnom divergencijom u različitim uvjetima ili selektivnim uzgojem. Za divlje vrste 
masline se ponekad upotrebljava skupni latinski naziv: Olea oleaster. Samo duž Jadranske 
obale i u njenoj unutrašnjosti se uzgaja oko 60 različitih sorti masline. Sorte se međusobno 
razlikuju karakteristikama ploda: bojom, omjerom veličine usplođa i sjemenke, sadržajem i 
kvalitetom maslinovog ulja. Tako se određene sorte uzgajaju za proizvodnju maslinovog ulja, 
a određene sorte se nazivaju stolnima i uzgajaju se radi ploda (Garrido Fernandez i sur.,1997). 
Kod uzgoja određene sorte bitno je obratiti pozornost na klimatske uvjete, kvalitetu tla, 
opskrbu vodom, samooplodnost ili stranooplodnost maslina. Neke od autohtonih hrvatskih 
sorti masline su: Istarska Bjelica, Oblica, Lastovka, Levantinka, Buža, Crnica, Drobnica i 
Rosinjola. Oko 95% stabala masline se nalazi u Mediteranskim zemljama koje na čelu sa 
Španjolskom, Italijom i Grčkom zauzimaju najveći udio u svjetskoj proizvodnji maslina i 
maslinovog ulja. Značajniji veći proizvođači su također Turska, Tunis i Maroko.  
Tablica 1. Svjetska i europska proizvodnja i potrošnja maslinovog ulja za 2016./17. prema: 
http://www.internationaloliveoil.org/estaticos/view/131-world-olive-oil-figures  
Svjetska i europska proizvodnja/potrošnja maslinovog ulja (1000 tona) 2016./17. 
Proizvodnja (svijet) Potrošnja (svijet) Proizvodnja (EU) Potrošnja (EU) 
EU 1747,5 EU 1463,0 Španjolska 1286,6 Italija 514,0 
Turska 177,0 USA 315,0 Grčka 195,0 Španjolska 457,2 
Maroko 110,0 Turska 155,0 Italija 182,3 Grčka 105,0 
Sirija 110,0 Maroko 120,0 Portugal 69,4 Francuska 94,0 
Hrvatska 5,1 Hrvatska 8,8 Hrvatska 5,1 Hrvatska 8,8 
 
Tablica 1. Prikazuje najveće svjetske i europske proizvođače i potrošače maslinovog ulja 
2016./17. Hrvatski podatci su prikazani radi usporedbe. 
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Slika 1. Stablo masline (prilagođeno prema www.poslovni.hr) 
 
 
 
Slika 2. Plod masline (prilagođeno prema www.agroklub.com) 
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1.2. Kemijski sastav ploda masline i maslinovog ulja 
Kemijski sastav maslinovog ulja i ploda masline ovisi o nizu faktora kao što su: vrsta masline, 
klimatski uvjeti, kvaliteta tla i vodoopskrbe, stupanj zrelosti, vrijeme berbe itd.  
 
Bioaktivni spojevi maslina i maslinovog ulja se mogu podijeliti na neosapunjive tvari 
(skvalen, tokoferol, steroli, triterpeni) i polarne fenole (hidroksitirosol, tirosol, dialdehidne 
forme dekarboksimetil-elenolne kiseline povezane s tirosolom i hidroksitirosolom, glikozidi 
poput oleuropeina i ligstrozida te njihovi aglikoni, lignani, fenolne kiseline). Fenoli su spojevi 
s jednom ili više hidroksilnih skupina vezanih na aromatski prsten. U literaturi se polarni 
fenoli često poistovjećuju s polifenolima masline. Međutim potrebno je napraviti distinkciju 
jer su polifenoli u ukupnom sadržaju fenola prisutni u tragovima. Također, potrebno je 
razlikovati polarne fenole od nepolarnih fenola kao što su tokoferoli koji spadaju u 
neosapunjive tvari. (Boskous D, 2015).  
 
Glavni fenolni spojevi ploda masline su: antocijani (glukozidi cijanidina), flavonoli (većinom 
kvercetin-3-rutinozidi), flavoni (većinom glukozidi luteolina i apigenina), fenolne kiseline 
(hidroksibenzojeva, hidroksicimetna i dr.), fenolni alkoholi (tirosol, hidroksitirosol i dr.), 
sekoiridoidni glikozidi (oleuropein, ligstrozid, demetiloleuropein i dr.), verbaskozidi i lignani 
(Franco i sur., 2014; Lama-Munoz i sur., 2013; Kanakis i sur., 2013; Alagna i sur., 2012; 
Silva i sur., 2006; Vinha i sur., 2005). 
   
U maslinovom ulju je sadržaj fenola drugačiji nego u plodu. Fenolni spojevi se sintetiziraju 
kad se pomiješaju enzimi i supstrati za vrijeme gnječenja ploda masline. Svako maslinovo 
ulje ima različit sastav fenolnih komponenti. Međutim, generalno prevladava nekoliko vrsta 
fenola: dialdehidne forme dekarboksimetil-elenolne kiseline povezane s tirosolom (p-HPEA-
EDA) i hidroksitirosolom (3,4-DHPEA-EDA) te aglikoni oleuropeina i ligstrozida. Nakon 
njih slijede lignani, tirosol i hidroksitirosol. Koncentracija fenolnih kiselina je generalno 
niska. (Franco i sur., 2014; Perez i sur., 2014; Kanakis i sur., 2013; Saitta i sur., 2010; Segura-
Carretero i sur., 2010; Bendini i sur., 2007; Christophoridou i sur., 2005.). Koncentracije 
tirosola i hidroksitirosola u svježem maslinovom ulju su većinom niske, a povećavaju se s 
vremenom zbog hidrolize sekoiridoida.  
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Slika 3. p-HPEA-EDA                                       Slika 4. 3,4-DHPEA-EDA 
dekarboksimetil-elenolna kis.+ tirosol               dekarboksimetil-elenolna kis. + hidroksitirosol                        
(prilagođeno prema shaker.umh.es)                   (prilagođeno prema phenol-explorer.eu) 
 
 
 
 
 
Slika 5. Oleuropein                                             Slika 6. Ligstrozid 
(prilagođeno prema www.sigmaaldrich.com)     (prilagođeno prema phenol-explorer.eu)  
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1.3. Biološki učinci fenola masline         
                                   
Mediteranska prehrana je, između ostalog, karakteristična po visokom unosu masti, (gotovo 
40% dnevnih energetskih potreba) prvenstveno iz maslinovog ulja. Zemlje južne Europe 
pokazuju najmanju pojavnost infarkta miokarda (Tunstall-Pedoe i sur., 1999). Mnoge studije 
su istraživale povezanost mediteranske prehrane i smanjenja ukupnog mortaliteta 
(Trichopoulou i sur. 2003), mortaliteta od kardiovaskularnih bolesti (De Lorgeril i sur., 1999), 
te pojavnosti neurodegenerativnih bolesti (Scarmeas i sur., 2006). Tradicionalno su se 
povoljni učinci pripisivali visokom sadržaju oleinske kiseline u maslinovom ulju, međutim, 
novija saznanja govore kako su za te učinke odgovorni i fenolni spojevi. Tome u prilog idu i 
brojni znanstveni radovi (Martín-peláez i sur., 2013).  
 
1.3.1. Zaštita od oksidativnog stresa i upale 
Kao prirodni antioksidansi, fenolni spojevi mogu neutralizirati egzo- i endogene reaktivne 
kisikove spojeve čije mete su lipidi, DNA i proteini. Fenolne komponente ekstra djevičanskog 
maslinovog ulja imaju snažan protuupalni učinak in vivo i in vitro (Lopez-Miranda i sur., 
2010; Tripoli i sur., 2005). Kod pretilih osoba je dokazana in vivo inhibicija NFkB, važnog 
proupalnog faktora (Perez-Herrera i sur., 2012).  
 
1.3.2. Smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti 
Neki od čimbenika rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti su: povišena koncentracija 
oksidiranog LDL-a (prema eng. low-density lipoprotein), snižena koncentracija 
funkcionalnog HDL-a (prema eng. high-density lipoprotein), povišen krvni tlak te pojačano 
zgrušavanje krvi. Oksidirane LDL čestice fagocitiraju makrofazi što doprinosi razvoju 
aterosklerotskih plakova koji su važan dio etiologije najvećeg broja kardiovaskularnih bolesti. 
HDL čestice imaju ulogu reverznog transporta kolesterola iz makrogafa i spriječavaju 
nastanak aterosklerotskih plakova. Povišen krvni tlak uzrokuje povećanu vjerojatnost 
oštećenja stijenke krvne žile, dok pojačano zgrušavanje povećava rizik od tromboembolijskih 
incidenata. Fenoli masline imaju znanstveno dokazan pozitivan učinak na sve navedene 
čimbenike. Pokazalo se da je trotjedno konzumiranje suncokretovog ulja obogaćenog 
hidroksitirosolom smanjilo razine oksidiranog LDL-a kod zdravih pojedinaca (Vázquez -
Velasco i sur., 2011).  Također, provedeno je ispitivanje na 40 žena sa stabilnom koronarnom 
bolesti srca, koje je pokazalo da maslinovo ulje bogatije fenolnim komponentama (161 
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mg/kg) jače djeluje na smanjenje razine oksidiranog LDL-a od maslinovog ulja siromašnijeg 
fenolnim komponentama (15mg/kg) (Fito i sur., 2005).  
Studije su pokazale da oksidacija HDL-a smanjuje njegovu funkcionalnost (Shao i sur., 2012). 
Može se pretpostaviti da bi određeni fenoli masline, zbog svojih antioksidativnih svojstava, 
mogli spriječiti oksidativnu inaktivaciju HDL-a. Što se tiče hipertenzije, provedeno je 
randomizirano, dvostruko slijepo ispitivanje na grupi od 24 mlade žene s 1. stupnjem 
hipertenzije i primijećeno je smanjenje krvnog tlaka kod žena koje su konzumirale maslinovo 
ulje bogato fenolima (Moreno-Luna i sur., 2012). DHPE (2-(3,4-di-hidroksifenil)-etanol) - 
jedan od fenolnih spojeva maslinovog ulja je pokazao antiagregacijski učinak i smanjenje 
sinteze eikozanoida in vitro u koncentraciji od 400 mM (Petroni i sur., 1995). 
Također, pokazano je da hidroksitirosol potiče apoptozu glatkih mišićnih stanica (Zrelli i sur., 
2011).  
 
1.3.3. Smanjenje rizika za razvoj karcinoma 
U patofiziologiji karcinoma mogu biti oksidativna oštećenja molekule DNA. In vivo (Salvini i 
sur., 2006; Weinbrenner i sur., 2004) i in vitro studije (Quiles i sur., 2002) su pokazale 
protektivni učinak fenola masline na DNA oksidaciju. Epidemiološke studije su pokazale da 
konzumiranje maslinovog ulja smanjuje prevalenciju određenih tipova karcinoma 
(Psaltopoulou i sur., 2011).   
 
1.3.4. Usporavanje procesa povezanih sa starenjem 
Prema slobodno-radikalnoj teoriji starenja (Harman, 1956), starenje se može povezati s 
akumulacijom oksidativnih oštećenja u organizmu. U tom kontekstu, fenoli masline bi mogli 
usporiti proces starenja vezan za oksidativni stres. 
 
1.3.5. Utjecaj na mikrobiotu 
Pokazalo se da fenoli masline mogu promovirati rast određenih korisnih sojeva bakterija kao 
što su Lactobacillus spp. (Landete i sur., 2008). Postoji velika mogućnost da promjene sastava 
gastrointestinalne mikroflore smanjuju razine kolesterola u krvi (Martinez i sur., 2009), 
međutim, još uvijek se ne poznaju točni mehanizmi. 
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1.4. Proces proizvodnje maslinovog ulja 
 
U ovom poglavlju ukratko su opisani uobičajeni procesi ekstrakcije maslinovog ulja. 
Kvaliteta maslinovog ulja se definira prema sadržaju slobodnih masnih kiselina (izraženih kao 
oleinska kiselina). Djevičanska maslinova ulja su dobivena direktno iz ploda masline, samo 
mehaničkim postupcima, pri temperaturi koja neće izazvati promjenu kemijskog sastava i bez 
upotrebe dodatnih kemikalija (npr. hladno prešanje ili centrifugiranje). Ekstra djevičansko 
maslinovo ulje smije imati maksimalno 0.8g slobodnih kiselina/100g ulja, a djevičansko 
maslinovo ulje smije imati maksimalno 2g slobodnih kiselina/100g ulja. 
 
 
Slika 7. Shema kontinuiranog i diskontinuiranog procesa ekstrakcije maslinovog ulja 
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1.4.1. Diskontinuirani proces ekstrakcije maslinovog ulja 
Diskontinuirani proces (Slika 7.) je najstariji i najrašireniji proces ekstrakcije maslinovog ulja. 
Oprane masline se zdrobe/samelju i dobivena pasta se razmaže po diskovima od sintetskih 
vlakana. Tlak se aplicira prešom, kako bi se emulzija vode i ulja odvojila od krutog ostatka. 
Takav kruti ostatak se naziva kominom  masline. Emulzija se dekantira kako bi se dobilo čisto 
ulje. Pritom se dodaju male količine vode kako bi se ulje lakše odvojilo. Generiraju se ukupno 
tri različite frakcije: maslinovo ulje, komina i otpadna voda. Prednosti procesa su jeftinost, 
tehnička jednostavnost i manja količina otpadne vode u odnosu na trofazni kontinuirani 
proces (40-60L/100kg maslina). Mane su diskontinuiranost procesa i potreba za većim brojem 
djelatnika, te produkcija značajnih količina otpadne vode. 
 
1.4.2. Trofazni kontinuirani proces ekstrakcije maslinovog ulja 
U trofaznom procesu se za odvajanje ulja umjesto aplikacije tlaka i dekantiranja koriste 
horizontalno i vertikalno centrifugiranje (Slika 7.). Generiraju se ukupno tri različite frakcije: 
maslinovo ulje, komina i otpadna voda. Prednosti procesa su kompletna automatizacija, manja 
potreba za prostorom i bolja kvaliteta maslinovog ulja. Mane su veća potrošnja energije, 
skuplja instalacija i generiranje veće količine otpadne vode u odnosu na diskontinuirani 
proces (80-120L/100kg maslina) (Alburquerque i sur., 2004).   
 
1.4.3. Dvofazni kontinuirani proces ekstrakcije maslinovog ulja 
Dvofazni proces je razvijen kako bi se smanjila potrošnja vode i ispiranje vodotopljivih 
fenola. U dvofaznom procesu se koristi horizontalno centrifugiranje kojim se generiraju 
ukupno dvije frakcije: maslinovo ulje koje se dodatno ispire i TPOMW (two-phase olive-mill 
waste ili otpad dvofaznog mlina) iz kojeg se može iscrpiti dodatna količina maslinovog ulja 
koristeći ekstrakcijska otapala ili centrifugiranje. Prednosti su automatizacija procesa i manja 
količina nusprodukta (10L/100kg maslina). Mana procesa je teže zbrinjavanje nusprodukta 
koji sadrži veliku koncentraciju toksičnih tvari (McNamara i sur., 2008). 90% svih mlinova u 
Španjolskoj su dvofazni. Ovaj proces se često koristi i u Hrvatskoj.  
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1.5. Nusprodukti procesa proizvodnje maslinovog ulja 
 
1.5.1. Komina masline 
Komina masline je kruti ostatak generiran u diskontinuiranom i trofaznom kontinuiranom 
procesu ekstrakcije maslinovog ulja. Sadrži ostatke sjemenki i pulpe, kožice i vodu. Komina 
dobivena diskontinuiranim procesom ima manji udio vode od one dobivene trofaznim 
kontinuiranim procesom.  
 
1.5.2. Otpadna voda 
Otpadna voda je umjereno kisela, crna do crvena tekućina visoke vodljivosti. Generira se u 
diskontinuiranom i trofaznom kontinuiranom procesu ekstrakcije maslinovog ulja. Predstavlja 
najveći ekološki problem zbog negativnog učinka na mikroorganizme tla (Paredes i sur., 
1987.), vodene ekosustave (Della Greca i sur., 2001) i zrak (Rana i sur., 2003) zbog emisije 
fenola i sumporovog dioksida. 
 
1.5.3. TPOMW (otpad dvofaznog mlina) 
TPOMW (two-phase olive-mill waste ili otpad dvofaznog mlina) je gusti mulj koji sadrži 
komadiće sjemenki i pulpe masline i dio vegetacijske vode. Generira se u dvofaznom 
kontinuiranom procesu ekstrakcije maslinovog ulja. To je frakcija koja sadrži kominu i 
otpadnu vodu.  
 
1.5.4. Korisni spojevi nusprodukata 
 Nusprodukti procesa proizvodnje maslinovog ulja sadrže brojne toksične ali i korisne spojeve 
čiji sastav ovisi o vrsti masline, primijenjenim agronomskim tehnikama, ekstrakcijskom 
procesu, klimatskim uvjetima i uvjetima skladištenja. Glavni sastojci komine i TPOMW-a 
osim vode su celuloza, hemiceluloza i lignin, ali prisutni su i drugi, vrijedniji spojevi 
(Rodriguez i sur., 2008). U nastavku je naveden sadržaj pojedinih skupina spojeva kao što su 
proteini, šećeri, lipidi i fenolni spojevi.  
 
Po sadržaju proteina prednjače komina (3,43-7,26%) i TPOMW (2,87-7,2%) (Molina-Alcaide 
i sur., 2008;  Alburquerque i sur., 2004; Vlyssides i sur., 1998). 
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Lipidi su, kao teže topljive komponente, manje zastupljeni u otpadnoj vodi (0,03-4,25%) a 
zastupljeniji u komini (3,5-8,72%) i napose TPOMW-u (3,76-18,0%) ( Baeta-Hall i sur., 
2005; Paredes i sur., 1999; Vlyssides i sur., 1998; Borsani i sur., 1996).  
 
Šećeri, kao vodotpljive supstancije, imaju visok sadržaj u frakciji otpadne vode (1.5-12.22%) 
i TPOMW-u (0.83-19.3%) a nešto niži sadržaj u komini (0.99-1.38%) (Vlyssides i sur., 2004; 
Caputo i sur., 2003; Paredes i sur., 1999; Vlyssides i sur., 1998).  
 
Sadržaj ukupnih fenola, kao vodotopljivih supstancija, je najviši u otpadnoj vodi (0,63-
5,45%), a nešto niži u TPOMW-u (0,4-2,43%) i komini (0,2-1,146%) (Yangui i sur., 2009; 
Martin Garcia i sur., 2003; Caputo i sur., 2003). Glavne skupine fenolnih spojeva u 
nusproduktima su fenolne kiseline, sekoiridoidi i flavonoidi (Dermeche i sur., 2013).  
  
Nusprodukti su također bogati mineralima. Primjerice, otpadna voda sadrži puno kalija.  
 
1.5.5. Moguće upotrebe nusprodukata 
Nusprodukti proizvodnje maslinovog ulja imaju brojne potencijalne upotrebe. Međutim, 
većina potencijala ostaje neiskorištena. Neke od potencijalnih upotreba su: proizvodnja 
biogoriva, biopolimera i hrane za životinje, te iscrpljivanje korisnih spojeva kao što su fenoli i 
polisaharidi.  
 
 
1.6. Upotreba ciklodekstrina u proizvodima dodane vrijednosti 
 
 
Slika 8. Struktura ciklodekstrina (prilagođeno prema www.researchgate.net)  
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Nusprodukti koji se generiraju za vrijeme proizvodnje prehrambenih proizvoda (npr. komina 
masline kod proizvodnje maslinovog ulja) mogu još uvijek sadržavati značajnu količinu 
korisnih komponenti (npr fenoli komine masline). Ukoliko se fizikalnim i/ili kemijskim 
postupcima iz određenog nusprodukta uspije ukoncentrirati i pročistiti korisna supstancija 
koja će za vrijeme procesiranja zadržati stabilnost i dati prehrambeni proizvod koji 
udovoljava standardima, tada se govori o proizvodu dodane vrijednosti. Ciklodekstrini su 
ciklički oligosaharidi sastavljeni od 5 ili više α-D-glukopiranozidnih jedinica (Slika 8.). 
Razlikuju se veličinom i svojstvima. U centralnu šupljinu ciklodekstrina se, s određenim 
afinitetima, mogu uklopiti razni spojevi, što rezultira njihovom promijenjenom stabilnošću ili 
topljivošću. α, β i γ ciklodekstrini su prema FDA-u (Food and Drug Administration) svrstani 
u GRAS (Generally Recognized As Safe) supstancije i sukladno tome se smiju upotrebljavati 
kao ekscipijensi u prehrambenim proizvodima. Ciklodekstrini se mogu koristiti za povećanje 
ekstraktibilnosti spojeva slabo topljivih u vodi i na taj način povećati njihov prinos u procesu 
dobivanja proizvoda dodane vrijednosti. Naime, vanjska površina ciklodekstrina je 
hidrofilnija od unutarnje tako da se u centralnu šupljinu može inkorporirati slabo topljiv spoj 
koji će u ovakvom inkluzijskom kompleksu imati veću topljivost. Osim za povećanje 
ekstraktibilnosti, ciklodekstrini se mogu koristiti i za povećanje stabilnosti određenih spojeva, 
u vidu zaštite od oksidacije, svjetlosti i topline. Na taj način mogu produljiti rok trajanja 
određenih proizvoda. Brojni radovi citirani u poglavlju 4.2. svjedoče o utjecaju ciklodekstrina 
na topljivost i stabilnost određenih spojeva. Neke od ostalih upotreba ciklodekstrina su: 
povećanje bioraspoloživosti lijeka, kompleksiranje kolesterola za dobivanje proizvoda bez 
kolesterola, kompleksiranje boja i mirisa, kompleksiranje etanola u pripravi instant alkoholnih 
pića. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
2. OBRAZLOŽENJE TEME 
 
 
 
 
   
 
  
 
 
 
12 
 
Komina masline dobivena za vrijeme dvofaznog procesa ekstrakcije maslinovog ulja 
(TPOMW), još uvijek sadržava znatnu količinu biološki aktivnih komponenti kao što su 
fenoli masline i razni antioksidansi. Zbrinjavanje ekotoksičnih otpadnih voda i komine 
masline u zemljama s razvijenom proizvodnjom maslinovog ulja postaje veliki ekološki 
problem. U novije vrijeme se ulažu napori kako bi se pronašli načini prerade ovakvih 
nusprodukata u korisne proizvode, što bi smanjilo količinu neadekvatno zbrinutog otpada. 
Komina masline bi se, zbog visokog sadržaja fenola i drugih antioksidativnih sastavnica, 
mogla koristiti za dobivanje prehrambenih proizvoda dodane vrijednosti. Ciklodekstrini u tom 
procesu mogu biti jako korisni jer kompleksiranje raznih spojeva ciklodekstrinima može 
povećati njihovu stabilnost u raznim uvjetima. Također, pojedini ciklodekstrini su prepoznati 
kao GRAS (Generally Recognized As Safe) supstancije i smiju se upotrebljavati u 
prehrambenim proizvodima. Cilj ovog ispitivanja je istražiti utjecaj različitih vrsta 
ciklodekstrina dodanih u fazi ekstrakcije na sadržaj ukupnih fenola i antioksidativni kapacitet 
suhih ekstrakata komine masline, uzete iz dvofaznog mlina. Suhi ekstrakti komine su čuvani u 
različitim uvjetima temperature i prisustva svjetlosti te su tijekom trajanja skladištenja 
uzorkovani u pravilnim vremenskim razmacima. Dobiveni rezultati pružit će nove informacije 
o mogućnostima primjene različitih vrsta/koncentracija ciklodekstrina  u svrhu produljenja 
roka trajanja (shelf life) nutraceutika na bazi komine masline.  
  
 
 
 3. MATERIJALI I METODE 
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3.1. Materijali 
3.1.1. Uzorci komine masline 
Komina masline je uzeta iz dvofaznog mlina nakon proizvodnje maslinovog ulja te unutar 
nekoliko sati smrznuta na -20 ºC kako bi se spriječio raspad važnih sastavnica. Uslijedilo je 
sušenje u termostatu na velikim Petrijevim zdjelama tokom 24 h na 60 ºC kako bi se uklonila 
suvišna voda i ukupan udio vode smanjio na < 2%. Dobivena osušena masa je usitnjena u 
tarioniku i mlinu te prosijana kroz sito veličine pora 0,8 mm kako bi se uzorak homogenizirao 
i uklonile koštice. Nakon toga je uslijedilo odmašćivanje usitnjenog, homogenog uzorka 
pomoću Soxhlet uređaja u trajanju od 2 h za 5 g uzorka, s petroleterom kao ekstrakcijskim 
sredstvom. Na taj način je uklonjena uljna komponenta koja bi ometala daljnju analizu. Tako 
odmašćeni uzorci se 2 h ekstrahiraju u vodenoj kupelji, na temperaturi od 70 ºC uz 110 rpm i 
400 mL 60% etanola kao ekstrakcijskog sredstva, bez ciklodekstrina i uz dodatak raznih vrsta 
ciklodekstrina, prema prethodno optimiranom postupku (Tablica 2.). Dobiveni ekstrakti se 
filtriraju i alikvotiraju u tikvice za uparavanje. Potom se uparavaju na temperaturi od 50 ºC i 
uz tlak od cca 60 mbar-a, s ciljem uklanjanja etanola koji se ne bi mogao smrznuti na -20 ºC i 
onemogućio bi liofilizaciju. Kao zadnji korak pripreme suhih ekstrakata, vrši se liofilizacija u 
trajanju od 48h. Cilj liofilizacije je osušiti uzorak na niskim temperaturama, kako ne bi došlo 
do raspada važnih sastavnica. Dobiveni suhi ekstrakti se čuvaju u dva tipa uvjeta: CASE 1: 4 
ºC, relativna vlažnost 75%, 180 dana i CASE 4: 60 ºC, relativna vlažnost 75%, 45 dana.  
 
Tablica 2. Masena koncentracija komine masline i ciklodekstrina za vrijeme ekstrakcije 
Broj 
uzorka 
Vrsta ciklodekstrina 
Masena 
koncentracija 
komine / gL
-1
 
Masena 
koncentracija 
ciklodekstrina / gL
-1
 
1 bez ciklodekstrina 20 0 
2 β 20 8 
3 nasumično metilirani β (RAMEB) 20 8 
4 nasumično metilirani β (RAMEB) 20 16 
5 hidroksi propil β 20 8 
6 hidroksi propil β 20 16 
7 γ 20 8 
8 γ 20 16 
 
14 
 
3.1.2. Oprema 
 
 
 
3.1.3. Kemikalije 
Odmašćivanje 
Petroleum ether (CARLO ERBA REAGENTS V7L559307L) 
Liofilizacija 
Mast za pomašćivanje (Vacuum grease, Sigma Aldrich) 
Ulje za pumpu (Leybonol LVO 100) 
Ekstrakcija 
Etanol (Kemika d.o.o.) 
 
Folin-Ciocalteu 
Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich F9252) 
Bezvodni Na2CO3 (Lach-Ner 30217-APO) - za pripremu 6% otopine 
Na2CO3 
 
 
 
TEAC 
ABTS (Sigma-A9941-50TAB) - za pripremu 7 mM otopine ABTS-a; 
tabletu od 10 mg ABTS-a otopiti u 2.6 mL destilirane vode 
Kalijev persulfat (Kemika-11241) - za pripremu 2.45 mM otopine 
K2S2O3; 3.31 mg K2S2O3 otopiti u 5 mL destilirane vode 
Otopina ABTS radikala - miješanjem otopine ABTS-a i kalijevog 
persulfata u jednakim omjerima 
 
 
 
Termostat (INKO) 
Soxhlet aparatura (INKO SK6ESS) + Petroleum ether (CARLO ERBA REAGENTS 
V7L559307L)   
Metalna sita (Prüfsieb DIN 4188) 
Liofilizator (Christ Alpha 1-4 LOC-1) + mast za pomašćivanje (Vacuum grease, Sigma 
Aldrich 18405) 
Vakuum pumpa (Leybold Trivac D 2,5 E) + ulje za pumpu (Leybonol LVO 100) 
Büchi Vacuum controller V-800 
Büchi Heating bath B-490 
Vakuum pumpa (Büchi Vac V-500) 
Analitička vaga (Mettler Toledo-AB265-3)     
Uv-Vis spektrofotometar (Aquarius CECIL CE 7200) 
Vodena kupelj (GFL- 1086)   
pH-metar (Metrohm - 702 SM Titrino) 
Vortex (Harmony - Mixer VTX-3000L)   
Uređaj za dobivanje ultračiste vode (Ionenaustauscher S4 type P2-30) 
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3.2. Metode 
3.2.1. Plan istraživanja 
Dobiveni suhi ekstrakti se uzorkuju 45., 90., 135. i 180.dan (CASE 1), 15., 30. i 45. dan 
(CASE4),  suše, i od njih se prave stock otopine. Stock otopine zero uzoraka se prave 
neposredno nakon liofilizacije i analiziraju („nulti“ dan), a ostale neposredno nakon 
uzorkovanja. Suhi ekstrakti, s obzirom na različite udjele ciklodekstrina, sadrže različite 
masene udjele komine masline. Stoga se stock otopine pripremaju na način da koncentracija 
čiste komine masline u svakoj stock otopine bude jednaka kako bi dobiveni rezultati bili 
usporedivi. Za uzorke kojima su za vrijeme ekstrakcije dodani ciklodekstrini, bilo je potrebno 
odvagati veću količinu suhog ekstrakta za pripremu stock otopine, jer je maseni udio komine 
masline u takvim uzorcima manji u odnosu na uzorak bez ciklodekstrina (Tablica 3.). Takve 
stock otopine se upotrebljavaju za izradu razrijeđenih otopina za određivanje sadržaja ukupnih 
fenola i antioksidativnog potencijala primjenom spektrofotometrijske Folin-Ciocalteu i TEAC 
metode.  
Tablica 3. Masene koncentracije suhog ekstrakta potrebne za pripravu stock otopina 
 
 
  
 
 
 
3.2.2. Određivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom 
Folin-Ciocalteu metoda (Singleton i Rossi, 1965) služi za spektrofotometrijsko određivanje 
ukupnih fenola u određenom uzorku. Naime, Folin-Ciocalteu reagens se sastoji od 
fosfomolibdata i fosfovolframata žute boje. Hidroksilne skupine fenola sposobne su u 
alkalnim uvjetima reducirati fosfomolibdate i fosfovolframate pri čemu nastaju plavo obojeni 
kompleksi W (VI) i Mo (VI)  nerazjašnjene strukture i maksimuma apsorpcije svjetlosti na 
725 nm. Intenzitet plavog obojenja je proporcionalan koncentraciji fenolnih spojeva tako da 
se mjerenjem apsorbancije, uz odgovarajući standard, lako može odrediti njihov sadržaj.  
Masena koncentracija 
ciklodekstrina / gL
-1
 
Masena koncentracija 
suhog ekstrakta / gL
-1
 
0 50 
8 90 
16 130 
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3.2.2.1. Priprema mjernih otopina i mjerenje apsorbancije  
Stock otopine uzoraka je potrebno razrijediti 20 puta, jer je empirijski utvrđeno da je raspon 
vrijednosti mjerenih apsorbancija za takvo razrijeđenje 0,1-1 što odgovara radnom području 
spektrofotometra. 40 μL stock otopine se razrijedi destiliranom vodom do 800 μL. 200 μL 20 
puta razrijeđene otopine se otpipetira u Falcon kivetu od 15 mL. U smjesu se doda 150 μL 
Folin-Ciocalteu reagensa i 1,35 mL destilirane vode i dobro promućka. Nakon 5 minuta se 
doda 1,5 mL 6% (w/v) Na2CO3 kako bi se smjesa zalužila i dobro promućka. Javlja se plavo 
obojenje. Smjesa se inkubira 30 minuta na 50 ºC kako bi se ubrzala reakcija. Nakon 
inkubacije, smjesa se ohladi pod mlazom hladne vode. Apsorbancija se mjeri na 725 nm.  
Ukupan sadržaj fenola u uzorcima izražava se kao ekvivalenti galne kiseline po masi suhog 
ekstrakta komine, prema baždarnom dijagramu ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne 
kiseline.  
 
3.2.2.2. Izrada baždarnog dijagrama  
Za izradu baždarnog dijagrama je potrebno napraviti koncentracijski niz standarda galne 
kiseline. 400 mg galne kiseline se otopi u 10 mL etanola i nadopuni do 100 mL destiliranom 
vodom. Na taj način se dobije otopina galne kiseline koncentracije 4 mg/mL. 10 mL te 
otopine se pipetira u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. 
Na taj način se dobije otopina galne kiseline koncentracije 0,4 mg/mL koja služi za izradu 
koncentracijskog niza otopina galne kiseline od 0-160 μg/mL. Svakoj u nizu otopina se 
izmjeri apsorbancija i na temelju dobivenih podataka se izradi baždarni dijagram ovisnosti 
apsorbancije o koncentraciji galne kiseline. Riječ je o linearnoj funkciji; kad se izračuna 
apsorbancija određenog uzorka komine masline, na temelju jednadžbe pravca se može 
izračunati ukupan sadržaj fenola izražen u ekvivalentima galne kiseline.  
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Tablica 4. Apsorbancija koncentracijskog niza standarda galne kiseline 
Koncentracija mg/L A STD RSD (%) 
0 0,035 0,006 17,3 
10 0,090 0,003 3,2 
20 0,157 0,006 3,9 
40 0,278 0,007 2,3 
60 0,385 0,006 1,4 
80 0,515 0,005 0,9 
100 0,633 0,019 3,0 
120 0,742 0,003 0,4 
140 0,846 0,007 0,8 
160 1,082 0,006 0,6 
 
 
 
Slika 9. Baždarni dijagram: Ovisnost apsorbancije o koncentraciji galne kiseline 
 
3.2.3. Određivanje sposobnosti vezanja radikala TEAC metodom 
TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) metoda (Re i sur., 1999) se temelji na 
sposobnosti antioksidansa da neutralizira ABTS (2.2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonat))  radikal kation. ABTS radikal kation se generira u reakciji 7 mM otopine ABTS-a i 
kalijevog persulfata kao oksidansa u omjeru 1:1. Pritom se javlja plavo-zeleno obojenje 
y = 0,0062x + 0,0252 
R² = 0,993 
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ABTS radikal kationa. Smjesu ABTS-a i kalijevog persulfata se pušta 12 sati u uvjetima bez 
svjetlosti kako bi reakcija bila što kvantitativnija. Nastala otopina ABTS radikal kationa se 
razrijedi tako da njena apsorbancija na 732 nm bude 0,700 ± 0,02. U takvu, unaprijed 
priređenu otopinu se dodaje uzorak potencijalnog antioksidansa i ispituje se njegova 
sposobnost vezanja radikala koja je proporcionalna brzini obezbojenja plavo-zelene otopine. 
Antioksidativni potencijal se izražava kao μg ekvivalenta Trolox-a (vodotopljivi oblik 
vitamina E) u mL ekstrakta. Kako bi to bilo moguće, potrebno je napraviti baždarni dijagram. 
Ova verzija TEAC-a je napredna jer se direktno generira ABTS radikal kation u reakciji s 
kalijevim persulfatom, bez stvaranja intermedijernog radikala;  slobodni radikal se generira 
prije dodavanja uzorka s potencijalnim antioksidativnim svojstvima a ne u prisustvu 
potencijalnog antioksidansa; metoda je primjenjiva na lipofilne i hidrofilne sustave.  
 
3.2.3.1. Priprema mjernih otopina i mjerenje apsorbancije 
Stock otopine se razrijeđuju 50x (empirijski je određeno da je za to razrijeđenje raspon 
mjerenih apsorbancija 0,1-1 što odgovara radnom području instrumenta). 2 μL stock otopine 
se u kiveti razrijedi s 98 μL destilirane vode. U tako pripremljenu otopinu se doda 1167 μL 
otopine ABTS radikala. Apsorbancija se mjeri na 732 nm, 3 minute nakon dodavanja ABTS 
radikala. Početnu apsorbanciju (A0min) nije moguće odmah izmjeriti jer je reakcija prebrza pa 
se za nju uzima vrijednost izmjerena u otopini 100 μL destilirane vode i 1167 μL otopine 
ABTS radikala (uzorak je zamijenjen destiliranom vodom). Iz razlike početne apsorbancije 
(A0min) i apsorbancije izmjerene nakon 3 minute (A3min) se izračuna postotak gašenja 
apsorbancije koji se uvrsti u jednadžbu baždarnog pravca i dobije se antioksidativni potencijal 
izražen kao μg ekvivalenta Trolox-a u mL ekstrakta. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu. 
 
3.2.3.2. Izrada baždarnog dijagrama 
Izradi se koncentracijski niz otopina Trolox-a od 0-40 μg/mL. S otopinama se postupa na isti 
način kao s uzorcima - svakoj otopini se doda 1167 μL otopine ABTS radikala i apsorbancija 
se izmjeri nakon 3 minute. Sva mjerenja se rade u triplikatu. Na temelju razlike u početnoj 
apsorbanciji (A0min) i apsorbanciji nakon 3 minute (A3min) dobije se postotak gašenja 
apsorbancije u ovisnosti o koncentraciji Trolox-a. Izračuna se jednadžba baždarnog pravca i 
izradi se baždarni dijagram.  
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Tablica 5. Apsorbancija koncentracijskog niza otopine Trolox-a (ekvivalent Trolox-a, TE) 
Koncentracija TE 
(μg/mL) 
A1 A2 A3 % redukcije 
boje 
STD RSD (%) 
0 0,713 0,713 0,713 0 0 0 
2,5 0,679 0,677 0,681 4,768583 0,280505 5,882353 
5 0,64 0,643 0,638 10,19168 0,352961 3,463227 
7,5 0,615 0,609 0,611 14,21225 0,428478 3,014852 
10 0,587 0,585 0,582 17,99906 0,352961 1,960996 
15 0,52 0,52 0,523 26,92847 0,242924 0,90211 
20 0,459 0,458 0,457 35,76438 0,140252 0,392157 
25 0,4 0,402 0,401 43,75877 0,140252 0,320513 
30 0,33 0,324 0,329 54,04395 0,450849 0,834226 
35 0,273 0,277 0,275 61,43058 0,280505 0,456621 
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Slika 10. Baždarni dijagram: Ovisnost smanjenja apsorbancije o koncentraciji Trolox-a  
 
3.3. Statistička obrada podataka  
Za sve uzorke osim zero uzoraka su rađena po dva mjerenja (n=2) a za zero uzorke četiri 
mjerenja (n=4). Za računanje srednje vrijednosti, standardne devijacije (SD) i relativne 
standardne devijacije (RSD), kao i za izradu grafikona i baždarnih dijagrama korišten je 
program Microsoft Office Excel, a za dodatnu statističku obradu podataka korišten je 
GraphPad Prism 3.02. programski paket (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). 
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija, te postotni udio 
antioksidativnog kapaciteta (TEAC) i ukupnog sadržaja fenola (Folin-Ciocalteu) u odnosu na 
zero uzorke.  
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4. REZULTATI I RASPRAVA 
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4.1. Rezultati 
Tablica 6. Rezultati određivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom, CASE 1 
Uzorak 
mg GAE/g 
uzorka 
SD RSD 
 1 / ZERO 40,48 0,14 0,35 
 2 / ZERO 20,53 0,69 3,34 
 3 / ZERO 21,40 1,06 4,95 
 4 / ZERO 14,04 0,68 4,82 
 5 / ZERO 19,93 0,92 4,61 
 6 / ZERO 13,81 0,67 4,87 
 7 / ZERO 18,79 0,52 2,79 
 8 / ZERO 13,02 0,34 2,61 
 
Uzorak 
mg GAE/g 
uzorka 
SD RSD 
Udio u odnosu na zero uzorke 
(%) 
1/1/90 38,77 0,15 0,38 95,77 
2/1/90 19,85 0,40 2,00 96,70 
3/1/90 23,29 0,59 2,51 108,84 
4/1/90 12,52 0,33 2,63 89,18 
5/1/90 19,13 0,08 0,40 95,96 
6/1/90 13,95 0,35 2,48 100,98 
7/1/90 20,58 0,07 0,36 109,50 
8/1/90 13,36 0,16 1,20 102,62 
Uzorak 
mg GAE/g 
uzorka 
SD RSD 
Udio u odnosu na zero uzorke 
(%) 
1/1/135 35,65 0,50 1,41 88,07 
2/1/135 21,21 0,58 2,72 103,31 
3/1/135 23,44 0,62 2,63 109,56 
4/1/135 15,69 0,33 2,08 111,69 
5/1/135 22,31 0,55 2,48 111,94 
6/1/135 15,62 0,46 2,94 113,11 
7/1/135 19,78 0,94 4,73 105,27 
8/1/135 13,62 0,02 0,13 104,64 
Uzorak 
mg GAE/g 
uzorka 
SD RSD 
Udio u odnosu na zero uzorke 
(%) 
1/1/180 38,33 1,60 4,17 94,67 
2/1/180 21,25 0,71 3,33 103,50 
3/1/180 22,78 0,69 3,02 106,45 
4/1/180 15,92 0,14 0,87 113,39 
5/1/180 23,62 0,50 2,13 118,53 
6/1/180 16,55 0,31 1,85 119,83 
7/1/180 20,58 0,13 0,62 109,50 
8/1/180 13,39 0,34 2,55 102,82 
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Sadržaj ukupnih fenola određenih Folin-Ciocalteu metodom za CASE 1 (Tablica 6.) je izražen 
u miligramima galne kiseline (GAE) po gramu uzorka. Uzorci su označeni na način: broj 
uzorka/CASE/dan. Najmanji sadržaj fenola u odnosu na zero uzorak (88.07%) je određen za 
uzorak 1/1/135. Najveći sadržaj fenola u odnosu na zero uzorak (119,83%) je određen za 
uzorak 6/1/180.  
Tablica 7. Rezultati određivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom, CASE 4 
Uzorak mg GAE/g uzorka SD RSD 
 1 / ZERO 40,48 0,14 0,35 
 2 / ZERO 20,53 0,69 3,34 
 3 / ZERO 21,40 1,06 4,95 
 4 / ZERO 14,04 0,68 4,82 
 5 / ZERO 19,93 0,92 4,61 
 6 / ZERO 13,81 0,67 4,87 
 7 / ZERO 18,79 0,52 2,79 
 8 / ZERO 13,02 0,34 2,61 
 Uzorak mg GAE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/4/15 38,35 0,04 0,12 94,73 
2/4/15 20,58 0,41 1,99 100,26 
3/4/15 24,08 0,00 0,00 112,54 
4/4/15 16,53 0,14 0,84 117,72 
5/4/15 21,77 0,00 0,00 109,24 
6/4/15 15,90 0,23 1,46 115,13 
7/4/15 19,58 0,32 1,64 104,20 
8/4/15 12,83 0,80 6,21 98,54 
Uzorak mg GAE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/4/30 36,51 2,30 6,31 90,19 
2/4/30 17,93 0,40 2,25 87,32 
3/4/30 23,73 0,48 2,04 110,91 
4/4/30 15,24 0,36 2,34 108,53 
5/4/30 21,95 0,44 2,03 110,16 
6/4/30 15,35 0,71 4,65 111,11 
7/4/30 17,96 0,36 2,00 95,56 
8/4/30 11,63 0,23 1,95 89,33 
Uzorak mg GAE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/4/45 38,55 0,88 2,30 95,22 
2/4/45 18,78 0,00 0,00 91,48 
3/4/45 24,41 0,00 0,00 114,09 
4/4/45 15,99 0,09 0,58 113,83 
5/4/45 23,41 0,30 1,28 117,46 
6/4/45 15,52 0,56 3,62 112,36 
7/4/45 18,28 0,98 5,36 97,28 
8/4/45 12,12 0,17 1,43 93,13 
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Sadržaj fenola određen Folin-Ciocalteu metodom za CASE 4 (Tablica 7.) je izražen u 
miligramima galne kiseline (GAE) po gramu uzorka. Najmanji sadržaj fenola u odnosu na 
zero uzorak (87,32%) je određen za uzorak 2/4/30. Najveći sadržaj fenola u odnosu na zero 
uzorak (117,72%) je određen za uzorak 4/4/15.  
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Tablica 8. Rezultati određivanja antioksidativnog kapaciteta TEAC metodom, CASE 1 
Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD 
 1 / ZERO 30,82 0,89 2,90 
 2 / ZERO 15,97 0,63 3,94 
 3 / ZERO 17,33 0,21 1,23 
 4 / ZERO 11,91 0,46 3,84 
 5 / ZERO 14,84 0,28 1,92 
 6 / ZERO 10,98 0,49 4,48 
 7 / ZERO 15,89 0,66 4,16 
 8 / ZERO 9,92 0,48 4,80 
 Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/1/45 29,13 0,45 1,55 94,53 
2/1/45 16,18 0,13 0,82 101,26 
3/1/45 18,56 0,31 1,65 107,09 
4/1/45 13,18 0,26 1,94 110,66 
5/1/45 17,69 0,40 2,24 119,19 
6/1/45 12,65 0,43 3,39 115,22 
7/1/45 16,63 0,46 2,77 104,63 
8/1/45 11,06 0,04 0,39 111,51 
Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/1/90 34,28 0,86 2,50 111,25 
2/1/90 18,07 0,34 1,87 113,09 
3/1/90 21,33 0,50 2,32 123,08 
4/1/90 12,02 0,08 0,67 100,94 
5/1/90 18,39 0,24 1,32 123,91 
6/1/90 13,42 0,00 0,00 122,28 
7/1/90 20,44 1,00 4,89 128,61 
8/1/90 12,17 0,61 5,01 122,64 
Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/1/135 37,88 3,42 9,03 122,91 
2/1/135 18,65 1,31 7,04 116,75 
3/1/135 23,42 1,86 7,94 135,19 
4/1/135 14,70 1,45 9,88 123,37 
5/1/135 18,69 1,14 6,11 125,93 
6/1/135 16,46 1,25 7,58 149,98 
7/1/135 19,89 0,84 4,24 125,17 
8/1/135 13,22 0,15 1,11 133,26 
Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/1/180 36,44 2,95 8,09 118,25 
2/1/180 20,25 0,62 3,07 126,76 
3/1/180 20,81 0,73 3,52 120,09 
4/1/180 14,46 0,54 3,71 121,36 
5/1/180 24,25 0,95 3,94 163,42 
6/1/180 17,65 0,26 1,50 160,76 
7/1/180 19,12 0,57 3,00 120,33 
8/1/180 12,39 0,31 2,49 124,91 
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Antioksidativni kapacitet određen TEAC metodom za CASE 1 (Tablica 8.) je izražen u 
miligramima Trolox-a (TE) po gramu uzorka. Najmanji antioksidativni kapacitet u odnosu na 
zero uzorak (94,53%) je izmjeren za uzorak 1/1/45 (uzorak 1, CASE 1, 45. dan), a najveći 
antioksidativni kapacitet u odnosu na zero uzorak (163,42%) je izmjeren za uzorak 5/1/180.  
Tablica 9. Rezultati određivanja antioksidativnog kapaciteta TEAC metodom, CASE 4 
Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD 
 1 / ZERO 30,82 0,89 2,90 
 2 / ZERO 15,97 0,63 3,94 
 3 / ZERO 17,33 0,21 1,23 
 4 / ZERO 11,91 0,46 3,84 
 5 / ZERO 14,84 0,28 1,92 
 6 / ZERO 10,98 0,49 4,48 
 7 / ZERO 15,89 0,66 4,16 
 8 / ZERO 9,92 0,48 4,80 
 Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/4/15 30,55 0,05 0,18 99,13 
2/4/15 18,23 0,28 1,55 114,12 
3/4/15 19,86 0,43 2,17 114,59 
4/4/15 13,07 0,21 1,60 109,75 
5/4/15 19,28 0,45 2,35 129,91 
6/4/15 13,12 0,09 0,65 119,53 
7/4/15 16,31 0,49 2,98 102,61 
8/4/15 9,02 0,21 2,34 90,88 
Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/4/30 30,59 4,46 14,57 99,26 
2/4/30 17,05 0,06 0,37 106,73 
3/4/30 19,96 2,53 12,67 115,20 
4/4/30 13,38 1,19 8,90 112,35 
5/4/30 19,79 0,11 0,54 133,40 
6/4/30 13,63 0,04 0,33 124,12 
7/4/30 17,04 0,55 3,25 107,24 
8/4/30 9,10 0,04 0,47 91,76 
Uzorak mg TE/g uzorka SD RSD Udio u odnosu na zero uzorke (%) 
1/4/45 30,08 0,06 0,19 97,59 
2/4/45 17,21 0,40 2,34 107,73 
3/4/45 20,20 0,25 1,24 116,57 
4/4/45 13,75 0,06 0,45 115,43 
5/4/45 17,52 0,32 1,82 118,08 
6/4/45 12,29 0,00 0,00 111,95 
7/4/45 16,30 0,30 1,84 102,58 
8/4/45 9,29 0,78 8,45 93,61 
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Antioksidativni kapacitet određen TEAC metodom za CASE 4 (Tablica 9.) je izražen u 
miligramima Trolox-a po gramu uzorka. Najmanji antioksidativni kapacitet u odnosu na zero 
uzorak (90,88%) je izmjeren za uzorak 8/4/15, a najveći antioksidativni kapacitet u odnosu na 
zero uzorak (133,40%) je izmjeren za uzorak 5/4/30.  
 
Tablica 10. Postotna promjena antioksidativnog kapaciteta i ukupnog sadržaja fenola u 
odnosu na zero uzorke (nakon 180 dana za CASE 1, i 45 dana za CASE 4) 
Broj 
uzorka 
Promjena antioksidativnog kapaciteta i ukupnog sadržaja fenola u odnosu 
na zero uzorke (%) 
Ukupni fenoli (Folin-Ciocalteu)  Antioksidativni kapacitet (TEAC) 
CASE 1, 180.dan CASE 4, 45.dan CASE 1, 180.dan CASE 4, 45.dan 
1 -5,33 -4,78 18,25 -2,41 
2 3,50 -8,52 26,76 7,73 
3 6,45 14,09 20,09 16,57 
4 13,39 13,83 21,36 15,43 
5 18,53 17,46 63,42 18,08 
6 19,83 12,36 60,76 11,95 
7 9,50 -2,72 20,33 2,58 
8 2,82 -6,87 24,91 -6,39 
 
Vidljivo je da je svim uzorcima s ciklodekstrinima u sastavu (tablica 10., uzorci 2-8) nakon 
180 dana (CASE 1) porastao ukupan sadržaj fenola u odnosu na zero uzorke. Najveći porast 
ukupnog sadržaja fenola bilježi uzorak 6 (19,83%). Jedino uzorak 1 nakon 180 dana bilježi 
pad ukupnog sadržaja fenola od -5,33%. 
Uzorci 1, 2, 7 i 8 nakon 45 dana (CASE 4) bilježe pad ukupnog sadržaja fenola u odnosu na 
zero uzorke. Najveći pad je zabilježen za uzorak 2 i iznosi -8,52%. Uzorci 3, 4, 5, i 6 nakon 
45 dana bilježe porast ukupnog sadržaja fenola u odnosu na zero uzorke. Najveći porast je 
zabilježen za uzorak 5 i iznosi 17,46%. 
Nakon 180 dana (CASE 1) svi uzorci bilježe porast antioksidativnog kapaciteta u odnosu na 
zero uzorke, a najveći porast bilježi uzorak 5 (63,42%). 
Nakon 45 dana (CASE 4) uzorci 1 i 8 bilježe pad antioksidativnog kapaciteta u odnosu na 
zero uzorke, a uzorci 2, 3, 4, 5, 6 i 7 bilježe porast antioksidativnog kapaciteta u odnosu na 
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zero uzorke. Najveći pad antioksidativnog kapaciteta bilježi uzorak 8 (-6,39%) a najveći 
porast antioksidativnog kapaciteta bilježi uzorak 5 (18,08%).  
 
4.2. Rasprava 
 
 
Slika 11. Grafikon promjene sadržaja ukupnih fenola i antioksidativnog kapaciteta za CASE 
1, 180. dan 
Prema slici 11. se vidi da je ukupan sadržaj fenola s vremenom porastao za sve uzorke osim 
uzorka bez ciklodekstrina. Na temelju tih rezultata možemo pretpostaviti da tijekom 
skladištenja u kompleksnom matriksu komine dolazi do razgradnje kompleksnih spojeva 
polifenolnog tipa u jednostavnije fenole koji su zaštićeni od daljnjeg raspada prisutnošću 
ciklodekstrina u uzorku. U nativnom uzorku je došlo do pada ukupnog sadržaja fenola jer nije 
bilo ciklodekstrina koji bi zaštitili novooslobođene fenole. Antioksidativni kapacitet je 
porastao u svim uzorcima, uključujući i uzorak bez cklodekstrina. Na temelju toga možemo 
zaključiti da se iz kompleksnog matriksa komine, osim fenolnih spojeva, oslobađaju i drugi 
antioksidansi. Tako se može tumačiti činjenica da je u uzorku bez ciklodekstrina došlo do 
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pada ukupnog sadržaja fenola a porasta antioksidativnog kapaciteta. Nezaštićeni fenoli su se 
raspali s vremenom, ali antioksidativni kapacitet se povećao na račun drugih novooslobođenih 
sastavnica komine (TEAC metodom se neselektivno određuje antioksidativni kapacitet). 
Ukupni fenoli i antioksidativni kapacitet su najviše porasli kod uzoraka s HPB i RAMEB 
ciklodekstrinima što znači da oni najbolje štite fenole i ostale antioksidativne sastavnice od 
raspada. Slični su trendovi prisutni u radovima brojnih drugih autora. Primjerice, Mourtzinos i 
sur. (2007) su pokazali kako oleuropein (jedna od glavnih fenolnih komponenti masline) iz 
ekstrakta lista masline tvori s β ciklodekstrinom inkluzijske komplekse u omjeru 1:1. Na taj 
način je povećana stabilnost oleuropeina i njegov doprinos sadržaju ukupnih fenola. 
Mourtzinos i sur. (2016) su naveli kako formacija inkluzijskih kompleksa između polifenola i 
raznih vrsta ciklodekstrina povećava topljivost u vodi, zaštitu od oksidacije i raspada 
uzrokovanog svjetlošću ili toplinom. Celebioglu i sur. (2018a) su pokazali kako timol 
(fenolna komponenta timijana) tvori s HPB (hidroksipropil β), HPG (hidroksipropil γ) i MB 
(metil β) ciklodekstrinima inkluzijske komplekse u omjeru 1:1 koji povećavaju 
antioksidativna svojstva i temperaturnu stabilnost timola. 
 
 
Slika 12. Grafikon promjene sadržaja ukupnih fenola i antioksidativnog kapaciteta za CASE 
4, 45. dan 
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Prema slici 12. se vidi da povišena temperatura ubrzava proces raspada fenola i ostalih 
antioksidansa pošto su vrijednosti sadržaja ukupnih fenola i antioksidativnog kapaciteta 
generalno manje nego u CASE-u 1. HPB i RAMEB su pokazali najbolju sposobnost da i na 
povišenim temperaturama održe manju (u odnosu na CASE 1) ali i dalje znantnu količinu 
fenola i ostalih antioksidansa. Kod uzoraka bez ciklodekstrina te s β i γ ciklodekstrinima 
dolazi do smanjenja sadržaja ukupnih fenola u odnosu na zero uzorke. Kod uzorka bez 
ciklodekstrina i uzorka s većom koncentracijom γ ciklodekstrina također dolazi do pada 
antioksidativnog kapaciteta u odnosu na zero uzorke. Celebioglu i sur. (2018.b) su istražili 
učinak HPB (hidroksipropil β), HPG (hidroksipropil γ) i MB (metil β) ciklodekstrina na 
termalnu stabilnost eugenola i pokazali kako tvorba inkluzijskih kompleksa u omjeru 1:1 s 
navedenim ciklodekstrinima povećava termalnu stabilnost i antioksidativni kapacitet 
eugenola. U ovom radu je također vidljivo kako HPB ciklodekstrini povećavaju sadržaj 
ukupnih fenola i antioksidativni kapacitet u odnosu na zero uzorke i pri povišenoj temperaturi 
(Slika 12.). Fernandes i sur. (2018.) su pokazali kako kompleksacija Cy3Glc (cijanidin-3O-
glukozida) β ciklodekstrinom povećava termalnu stabilnost tog antocijana borovnice. Na slici 
12. je vidljiv pad sadržaja ukupnih fenola za uzorak s β ciklodekstrinom ali porast 
antioksidativnog kapaciteta u odnosu na zero uzorak iz čega se može zaključiti da je β 
ciklodekstrin također očuvao određene antioksidativne sastavnice pri povišenoj temperaturi.  
 
 
Slika 13. Grafikon promjene sadržaja ukupnih fenola za CASE 1(180.dan) i CASE 4(45.dan) 
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Prema slici 13. se može vidjeti da najveći kumulativni učinak na povećanje sadržaja ukupnih 
fenola u CASE-u 1 i CASE-u 4 imaju HPB ciklodekstrini. RAMEB ciklodekstrini slijede 
odmah iza HPB ciklodekstrina. β i γ ciklodekstrini uspijevaju održati količinu fenola većom u 
odnosu na zero uzorke ali samo pri nižim temperaturama (CASE 1). S povećanjem 
temperature (CASE 4) dolazi do pada količine fenola u odnosu na zero uzorke. Uzorku bez 
ciklodekstrina se smanjuje sadržaj ukupnih fenola za oba CASE-a. Dakle, s perspektive 
očuvanja ukupnih fenola u uzorku, generalno je bolje primijeniti neku vrstu ciklodekstrina 
nego ih ne primijeniti. U tom smislu su najučinkovitiji HPB ciklodekstrini a potom RAMEB. 
Nguyen i sur. (2013.) su pokazali da rutin može tvoriti komplekse u stehiometrijskom omjeru 
1:1 s β ciklodekstrinima te hidroksipropil α, β i γ ciklodekstrinima. Najveću konstantu 
stabilnosti su pokazali kompleski rutina s hidroksipropil β i hidroksipropil γ ciklodekstrinima. 
Ovakvi kompleksi umjereno štite rutin od termalne razgradnje i UV zračenja ali značajno 
povećavaju antioksidativni kapacitet.  
 
 
Slika 14. Grafikon promjene antioksidativnog kapaciteta za CASE 1 (180.dan) i CASE 4 
(45.dan) 
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Prema slici 14. se može vidjeti da su razine antioksidativnog kapaciteta uzoraka s vremenom 
većinom porasle u odnosu na zero uzorke, bilo za CASE 1 ili 4, što se može tumačiti 
oslobađanjem raznih antioksidativnih sastavnica iz kompleksnog matriksa komine i njihovim 
kompleksiranjem ciklodekstrinima. Ipak, najveći kumulativni učinak na povećanje 
antioksidativnog kapaciteta imaju HPB ciklodekstrini. Odmah iza njih slijede RAMEB 
ciklodekstrini. β ciklodekstrini imaju manji kumulativni učinak, a γ najmanji. Uzorci bez 
ciklodekstrina te s γ ciklodekstrinima samo pri nižoj temperaturi zadržavaju antioksidativni 
kapacitet veći u odnosu na zero uzorke. Lauro i sur. (2017) su pokazali kako upotreba β 
ciklodekstrina u ekstraktu određene vrste naranče produljava antioksidativnu učinkovitost u 
odnosu na nativni ekstrakt za 6 sati. García-Padial i sur. (2013) su pokazali da kompleksacija 
tirosola (fenolna komponenta maslinovog ulja) HPB ciklodekstrinom povećava njegovu 
antioksidativnu aktivnost izraženu u μM ekvivalenata Trolox-a/μM tirosola s 0.83 ± 0.03 na 
1.20 ± 0.11. Li Q i sur. (2018) su pokazali da kompleksiranje propil-galata sulfobutileter β, β, 
HPB i DMB (dimetil-β) ciklodekstrinima povećava sposobnost hvatanja hidroksilnih i 
superoksidnih radikala. HPB ciklodekstrin je 3. rangiran po povećanju sposobnosti hvatanja 
hidroksilnih radikala i 2. rangiran po povećanju sposobnosti hvatanja superoksidnih radikala 
povećavajući njihovu neutralizaciju za 4 puta u odnosu na nativni uzorak propil-galata. β 
ciklodekstrin se pokazao manje učinkovitim u odnosu na HPB ciklodekstrin. Sličan je odnos 
učinkovitosti HPB i β ciklodekstrina vidljiv i u ovom radu (Slika 14.). 
Najvažniji zaključak svih prethodnih razmatranja je taj da od svih ispitivanih ciklodekstrina 
HPB ciklodekstrini imaju najbolji učinak na ukupan sadržaj fenola kao i na antioksidativni 
kapacitet komine masline. Odmah iza njih slijede RAMEB ciklodekstrini. Od svih 
upotrebljenih ciklodekstrina, HPB i RAMEB su ciklodekstrini izbora za stabilizaciju i 
očuvanje antioksidativnih karakteristika potencijalnih produkata na bazi komine masline.  
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Slika 15. Grafički prikaz korelacije između rezultata dobivenih metodom Folin-Ciocalteu i 
TEAC 
Iz slike 15. je vidljivo da postoji zajednički trend u rezultatima dobivenim metodama Folin-
Ciocalteu i TEAC, što se dodatno potvrđuje izračunom koeficijenta korelacije (R2) i P 
vrijednosti uz pomoć programa Microsoft Office Excel. (Tablica 11.)   
 
Tablica 11. Korelacija rezultata dobivenih metodama Folin-Ciocalteu i TEAC 
R
2
 P vrijednost 
0,9151 <0,05 
 
Tablica 11. pokazuje vrijednosti koeficijenta korelacije (R
2
=0,9151) i P vrijednost <0,05. 
Visoka vrijednost koeficijenta korelacije i P-vrijednost manja od 0,05 znače značajnu 
korelaciju između rezultata dobivenih ovim metodama.  
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5. ZAKLJUČCI 
 
 
 
 
 
  
33 
 
Na temelju rezultata analize sadržaja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom i 
antioksidativnog kapaciteta TEAC metodom, može se zaključiti slijedeće:  
 
 S vremenom se iz kompleksnog matriksa komine masline oslobađaju fenolni spojevi i 
ostali spojevi antioksidativnog djelovanja. 
 Povišena temperatura uzrokuje ubrzanu razgradnju fenolnih spojeva i ostalih spojeva 
antioksidativnog djelovanja u komini masline. 
 Uzorci bez ciklodekstrina brže gube antioksidativni kapacitet i brže im se smanjuje  
sadržaj fenola. 
 Ciklodekstrini generalno pomažu očuvanju antioksidativnog kapaciteta i ukupnog 
sadržaja fenola u komini masline. 
 Najbolji ciklodekstrini (od ispitanih) za očuvanje antioksidativnog kapaciteta i 
ukupnog sadržaja fenola u komini masline su hidroksipropil β ciklodekstrini (HPB) i 
nakon njih nasumično metilirani β ciklodekstrini (RAMEB).  
 Rezultati dobiveni Folin-Ciocalteu i TEAC metodom su u međusobnoj korelaciji 
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Komina masline je kruti ili polukruti nusprodukt ekstrakcije maslinovog ulja i mogla bi se 
koristiti kao bogat izvor fenola masline i drugih antioksidansa, u svrhu stvaranja 
prehrambenih proizvoda dodane vrijednosti. Ovaj znanstveni rad istražuje utjecaj različitih 
vrsta ciklodekstrina, korištenih u pripremi suhih ekstrakata komine masline, na stabilnost 
završnog proizvoda s obzirom na ukupni sadržaj fenola i antioksidativni kapacitet. 
Pripremljeno je osam različitih  suhih ekstrakata i skladišteno u različitim uvjetima: 4 ºC, 
relativna vlažnost 75%, 180 dana i 60 ºC, relativna vlažnost 75%, 45 dana. Uzorkovanje je 
provedeno u pravilnim vremenskim intervalima. Ukupni sadržaj fenola je određen Folin-
Ciocalteu metodom, a antioksidativni kapacitet je određen TEAC metodom. Rezultati su 
izraženi u postocima antioksidativnog kapaciteta  i ukupnog sadržaja fenola u odnosu na 
uzorke uzete za mjerenje neposredno nakon pripreme (nulti dan). Iz dobivenih rezultata 
proizlazi da tijekom skladištenja dolazi do hidrolize nekih sastavnica kompleksnog matriksa, 
što rezultira početnim porastom udjela slobodnih fenola i drugih antioksidansa. Tijekom 
skladištenja udio fenola i antioksidacijski potencijal uzoraka se smanjuju. U uzorcima s 
ciklodekstrinima očuvanje antioksidativnog kapaciteta i sadržaja fenola tijekom skladištenja 
je značajno bolje u odnosu na nativni uzorak, a učinak je najbolji u uzorcima s HPB i 
RAMEB ciklodekstrinima. Opažanja se tumače činjenicom da fenoli masline mogu stvarati 
inkluzijske komplekse s ciklodekstrinima, što ih štiti od razgradnje tijekom skladištenja. Te 
informacije mogu biti korisne u smislu stvaranja proizvoda dodane vrijednosti. HPB i 
RAMEB ciklodekstrini bi mogli biti korisni za stabilizaciju i produljivanje roka trajanja 
potencijalnih nutraceutika na bazi komine masline. 
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Olive pomace is a solid or semi-solid olive oil extraction by-product and it could be used as a 
rich source of olive phenols and other antioxidants, for the purpose of creating added value 
food products. This scientific work explores influence of different sorts of cyclodextrins, used 
in preparation of olive pomace dry extracts, on stability of final product in terms of total 
phenol content and antioxidative capacity. Eight different dry extracts were prepared and 
stored in different conditions: 4 ºC, relative humidity 75%, 180 days and 60 ºC, relative 
humidity 75%, 45 days. Sampling was carried out at regular time intervals. Total phenol 
content was determined via Folin-Ciocalteu method and antioxidative capacity was 
determined via TEAC method. Results are expressed in percentages of antioxidative capacity 
and total phenol content in comparison to samples taken for measurement immediately after 
preparation (day zero). From the results obtained, it arises that hydrolysis of some 
components of complex matrix occurs during storage, which results in an initial increase in 
the proportion of free phenols and other antioxidants. During storage, proportion of phenols 
and antioxidative potential of samples decreases. In samples with cyclodextrins preservation 
of antioxidative capacity and phenol content during storage is much better in comparison to 
native sample, and the effect is the best in samples with HPB and RAMEB cyclodextrins. The 
observations are interpreted by the fact that olive phenols can create inclusion complexes with 
cyclodextrins, which protects them from degradation during storage. Those information can 
be useful in terms of creating added value products. HPB and RAMEB cyclodextrins could be 
useful for stabilization and extending the shelf life of potential olive pomace based 
nutraceutics. 
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SUMMARY 
 
Olive pomace is a solid or semi-solid olive oil extraction by-product and it could be used as a rich 
source of olive phenols and other antioxidants, for the purpose of creating added value food products. 
This scientific work explores influence of different sorts of cyclodextrins, used in preparation of olive 
pomace dry extracts, on stability of final product in terms of total phenol content and antioxidative 
capacity. Eight different dry extracts were prepared and stored in different conditions: 4 ºC, relative 
humidity 75%, 180 days and 60 ºC, relative humidity 75%, 45 days. Sampling was carried out at 
regular time intervals. Total phenol content was determined via Folin-Ciocalteu method and 
antioxidative capacity was determined via TEAC method. Results are expressed in percentages of 
antioxidative capacity and total phenol content in comparison to samples taken for measurement 
immediately after preparation (day zero). From the results obtained, it arises that hydrolysis of some 
components of complex matrix occurs during storage, which results in an initial increase in the 
proportion of free phenols and other antioxidants. During storage, proportion of phenols and 
antioxidative potential of samples decreases. In samples with cyclodextrins preservation of 
antioxidative capacity and phenol content during storage is much better in comparison to native 
sample, and the effect is the best in samples with HPB and RAMEB cyclodextrins. The observations 
are interpreted by the fact that olive phenols can create inclusion complexes with cyclodextrins, which 
protects them from degradation during storage. Those information can be useful in terms of creating 
added value products. HPB and RAMEB cyclodextrins could be useful for stabilization and extending 
the shelf life of potential olive pomace based nutraceutics. 
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